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ABSTRACT

The Trans-Mexican Volcanic Belt (TMVB) is a diverse and complex volcanic arc crossing
the center of México, some Crater Lakes are found between its formations and there are
more than 30 of these only in the State of Guanajuato, among them Las Siete Luminarias
[7]. We studied two crater lakes of the TMVB: Cintora and La Joya; Cintora is one of the
less studied lakes of the Valle de Santiago, outside this region there is La Joya, both lakes
are alkaline [2] for this reason, both lakes can be considered extreme enviroments. Sediment
samples were collected from these Crater Lakes on July of 2015 to observe the presence of
Magnetotatic Bacteria (MTB). The pH, salinity and temperature were measured in situ,
and samples were taken for physicochemical and microbiological characterization. The
physicochemical parameters measured were PO,, NO; and NH,; and the microbiological
ones were measured by the counting of Colony-Forming Unit and Most Probable Number.
To verify the presence of Magnetotactic Bacteria we applied an electromagnetic field to
concentrate the microorganisms in the north pole of the field, this movement was given for
the presence of magnetosomes which they use to align and swim along the geomagnetic field
lines; once concentrated the microorganism were observed by optic microscopy proving the
presence of MTB on both lakes.

Keywords: Environmental bioprospecting, Magnetotactic Bacteria, Magnetoaerotazis,

Crater—Lake.

RESUMEN

El Cinturén Volcdnico Transmexicano (CVTM) es un arco volcénico variado y complejo
que atraviesa el centro de México. Entre sus formaciones se encuentran los Lagos Crater,
habiendo més de 30 en el Estado de Guanajuato entre ellos los que conforman Las Siete
Luminarias en el Valle de Santiago [7]. Estudiamos dos Lagos Créter del CVTM: cintora
y la Joya, Cintora esta ubicado en el valle de Santiago y es uno de los Lagos Crater menos
estudiados, fuera de esta regién esta La Joya con la que Cintora comparte la caracteristica
de ser alcalinos [2], por lo que pueden ser considerados como ambientes extremos. En
Julio de 2015 se colectaron muestras de sedimentos de estos Lagos Crater para obser-
var la presencia de Bacterias Magnetotacticas. Se midié pH, salinidad y temperatura y
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nutrientes in situ, y se tomaron muestras para la caracterizacién fisicoquimica y micro-
biolégica. Los pardmetros fisicoquimicos medidos fueron PO,, NO,; y NH; mientras que
los microbiolégicos fueron por conteo de Unidad Formadora de Colonias y Numero Més
Probable. Para observacion de las Bacterias Magnetotédcticas (MTB) se aplic6 un campo
electromagnético para concentrar a los microorganismos en el polo norte de éste, este
movimiento se dio por la presencia de magnetosomas en las MTB los cuales utilizan para
alinearse y nadar a lo largo de las lineas del campo geomagnético; una vez concentrados,
los microorganismos se observaron por microscopia 6ptica comprobando asi la presencia

de MTB en los lagos estudiados.
Palabras clave:
taxia, Lagos—Crdter.

INTRODUCCION

El Cinturén Volcanico Transmexicano
(CVTM) es un arco volcanico variado y
complejo cuyo sector central atraviesa el
Estado de Guanajuato. Entre sus varia-
das formaciones volcanicas se encuentran
los Lagos Créter [7], que son lagos for-
mados en la caldera de un volcan. Entre
los lagos crater destacan los denominados
Maar, que se formaron por una erupcién
explosiva al entrar en contacto el magma
del volcan con el agua del manto freatico
[2]. En el estado de Guanajuato exis-
ten mds de 30 de estas formaciones [7],
siendo las mas conocidas las que confor-
man las Siete Luminarias en el Valle de
Santiago; En este trabajo se estudiaron
dos Lagos Crater: Cintora, que forma
parte de las Siete Luminarias y La Joya,
en Yuriria. Lago Cintora es uno de los
lagos menos estudiados bioldgica y fisi-
coquimicamente. Ambos sitios son al-
calinos y salinos, por lo que se conside-
rarfan con condiciones extremas [2]. Sus
diferencias radican en que Cintora es un
lago intermitente, cuya permanencia de-
pende practicamente de la temporada de
lluvias, este sitio no se encuentra muy
perturbado por el hombre. Mentras que
la Joya es un lago que es mantenido arti-
ficialmente, es una zona recreacional por
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Bioprospeccion ambiental, Bacterias Magnetotdcticas, Magnetoaero-

lo que hay un alto impacto antropogénico
3, 1]

Las Bacterias Magnetotacticas (MTB,
del inglés:  Magnetotactic Bacteria)
son procariontes cosmopolitas acudticas,
mesofilas que prefieren habitats con pH
neutro, pero literatura reciente ha repor-
tado MTB en sitios extremos [5]. Su
caracteristica principal es la presencia
de magnetosomas que son vesiculas for-
madas por una bicapa de fosfolipidos que
envuelven un cristal intracelular de min-
eral de hierro magnético (Magnetita o
Greigita) de dominio tnico y se encuen-
tran alineados dentro de las células for-
mando una o varias cadenas [6].

La presencia de las MTB, sorpresiva-
mente no depende de una alta concen-
tracion de hierro sino de la existencia
de una Zona de Interfase Oxica-Anéxica
(OAI del inglés: Ozxic-Anozic Interfase)
[5] generalmente localizada en la inter-
fase agua-sedimento, que es consistente
con el estilo de vida microaerofilico a
anaerobio de estas bacterias [8]. Para en-
contrar la OAI en una columna de agua
una bacteria no magnetotactica tendria
que “buscar” en las tres direcciones del
espacio, sin embargo, gracias a que, en
las bacterias magnetotacticas la célula
entera se comporta como un iman por
el alineamiento de los magnetosomas, la

56



©TECNOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA RESOLUCION DE PROBLEMAS AMBIENTALES

célula solo tiene que nadar a lo largo de
las lineas del campo magnético terrestre,
de esa manera reduce la bisqueda de la
zona OAI a una sola dimension espacial,
este fenémeno es conocido como Magne-
toaerotaxia [6]. Las MTB del hemisferio
norte se orientan buscando el norte geo-
magnético, mientras que en el sur pre-
dominan las que buscan el sur, alejandose
de la superficie [4].

Las MTB posiblemente juegan un impor-
tante papel ecologico en muchos sedimen-
tos, como el ciclado biogeoquimico de nu-
trientes, magnetizaciéon de los sedimen-
tos [8]. La magnetita de origen biolégico
tiene varias aplicaciones por lo que se
ha estimulado su estudio, incluso botec-
nolégico, por ejemplo, se propone que
sea utilizada como biomarcador ya que se
conserva mejor en los sedimentos a com-
paracion de otros marcadores bioldgicos;
o como nanoparticula magnética [6] sin
embargo su explotaciéon comercial no se
ha logrado por las dificultades que im-
plica su cultivo.

A pesar de su abundancia, el aislamiento
y cultivo de estas bacterias es prob-
lematico sobre todo por su estilo de vida.
Las MTB dependen de patrones com-
plejos de gradientes quimicos verticales
y de o6xido-reduccién (redox), que son
dificiles de mimetizar en condiciones de
laboratorio. Ya que no se conocen condi-
ciones de crecimiento o medios estricta-
mente selectivos para el cultivo de M'TB,
la separacién efectiva de las células mag-
netotacticas y de los contaminantes no
magnéticos es crucial para su aislamiento

8]
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue observar
y cultivar MTB obtenidas de los Lagos
Crater Cintora y La Joya.

METODOLOGIA

Muestreo

Los muestreos se realizaron en dos La-
gos Crater del Estado de Guanajuato, La
Joya (Coordenadas UTM 20.205635 N, -
101.129579 W) y Cintora (20.356447 N,
-101.213270 W). En Cintora en el dia de
muestreo se observo la presencia de dos
lagunas, que fueron denominadas Laguna
Chica y Laguna Grande. Para ambos
sitios se midieron los mismos parametros
fisicoquimicos in situ, pH, salinidad y
temperatura con instrumentos de campo.
También, en cada sitio, se tomaron mues-
tras de sedimento y agua para completar
la caracterizacion fisicoquimica y realizar
la caracterizacién microbiolégica y la ob-
servacion de MTB.

En un frasco estéril de vidrio y boca
ancha con capacidad de 1 L se colectd
sedimento, éste se tomé de una zona
con aproximadamente 20 cm de profun-
didad (a partir de la superficie del agua),
llenando el frasco a % con sedimento y
}l con agua del sitio para que posterior-
mente se formara la interface sedimento-
agua. FEste frasco se destind para las
pruebas con MTB. En el laboratorio se
envolvié en papel aluminio y se almaceno
a temperatura ambiente en oscuridad con
la tapadera sobrepuesta.

En un tubo FALCON® estéril con ca-
pacidad de 50 mL se tomé muestra del
sedimento superficial y anadié agua del
sitio. Estos tubos se destinaron a pruebas
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microbiolégicas por lo que todo el tiempo
se asegurd un ambiente de esterilidad lo-
grado con la flama de un soplete portatil
y el uso de guantes de latex. Aquél se en-
volvié con papel aluminio y se almacend
a4 °C.

Se colecté agua del sitio en botellas de
plastico limpias. Esta agua posterior-
mente fue esterilizada por lo que un am-
biente de esterilidad no era requerido al
momento de la colecta. Como Laguna
Chica de Cintora era poco profunda, sélo
se colecté agua de Laguna Grande.

Caracterizacion quimica y
microbiolégica

Se realizo el andlisis de los nutrientes
Nitrégeno Amoniacal (NH4), Fosforo
(PO,) y Nitratos (NO3) con el kit comer-
cial HACH® Color Cube Test, siguiendo
las instrucciones proveidas por el kit y
la determinacion se hizo por espectofo-
tometria. Las pruebas microbioldgicas
que se realizaron fueron Unidad For-
madora de Colonias (UFC) en placa y
Nimero Mas Probable (NMP). Estas
pruebas son para el cultivo de bacterias
mesoéfilas aerobias y no revelan la presen-
cia de MTB pero si el estado de la co-
munidad microbiana del sitio. Hay que
remarcar que se realizan dentro de las
primeras 24 horas inmediatas al muestreo
para obtener las condiciones reales del
sitio y evitar contaminacion.

Aislamiento, observacion y cultivo
de MTB

Para el aislamiento de las MTB, la in-
terfase de la muestra de sedimento en el
frasco de vidrio de 1 L, se expuso al polo
norte de un iman de neodimio durante 30
minutos. Transcurrido el tiempo, se re-
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cuper6 1 mL de la interfase expuesta al
campo magnético y se transfirié a un mi-
crotubo Eppendorf® de 1 600 pl; una
vez formada la interfase, ésta también
fue expuesta al polo norte de otro iman
de neodimio durante 20 minutos; después
de ese lapso, se recuperaron aproximada-
mente 700 pul. de la interfase expuesta
al campo magnético. La muestra recu-
perada se coloco en un capilar sellado y
con un tapén de algodén para simular
la condicién Oxica-andxica; el capilar se
coloco dentro de un electroiméan durante
10 minutos, con la punta expuesta al polo
norte. Completados los 10 minutos, de
la punta expuesta al campo magnético se
recuperaron aproximadamente 30 pL de
muestra. Una gota se utilizé para ob-
servar la magnetotaxia en un microsco-
pio éptico de campo claro y el resto se
utilizé como inéculo bajo condiciones de
microaerofilia.

Para el cultivo de las M'TB, se prepard
un Medio Minimo Mineral (MMS) adi-
cionado con los minerales del agua del
sitio. Para que éste quedara semisélido,
se agregaron 2.75 mL de agar previa-
mente lavado y 23.25 mL de agua del sitio
en dilucién 1:1 (el agua fue filtrada y es-
terilizada tres veces antes de su empleo),
en el caso de Cintora. Para las mues-
tras de La Joya se prepararon dos cul-
tivos, uno de estos con el agua del sitio a
una dilucién 1:1 enriquecido con Fe,SO,
y otro medio adicionando Fe,SO, y ex-
tracto de levadura como fuente de car-
bono. Se inocul6 la muestra recuperada
del capilar y se hicieron diluciones de este
hasta 1073. Los tubos se envolvieron en
papel aluminio y se dejaron a temperatu-
ra ambiente en oscuridad.

La magnetotaxia se observd en la gota
recuperada en un portaobjetos con mi-
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croscopio 6ptico de campo claro, con un
aumento de 1,000X exponiendo la mues-
tra al polo norte de un iman de neodimio
cambiandolo repetidamente de posicién

para observar la migracién de las MTB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9.1: Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica

Cintora La Joya
Laguna Chica Laguna Grande

pH (g/L) 9.35 9.40 9.46
Salinidad (g/L) 1.30 1.23 1.46
Temperatura (°C) 36-37 28-29 27
NH, (mg/L) 1 14.5
PO, (mg/L) 5.75 12.5
NO, (mg/L) 0.25 2.75
UFC! (Cel/mL) 3x106 7.5%x10° 1x107
NMP? (Cel/mL) 3.4x103 3.4x103 3.4x103

1 Unidad Formadora de Colonia

2 Numero M4s Probable

Los tres sitios presentan altos niveles de
pH (mayor de 8.5), considerando a los mi-
croorganismos que ahi habitan como al-
caldfilos. La salinidad para los dos lagos
fue entre 1.2 y 1.4, lo que no clasifica es-
tos sitios como salinos. Contrario a lo
que la literatura describe [2], la salini-
dad de Cintora resulté ser baja (menor
a 3.5), clasificindolo como un lago no
salino, Tabla 9.1.

De los medios utilizados para el ais-
lamiento de las muestras de Cintora,
no en todos se logré una consistencia
semisoélida, o sea en estos no se formé una
marcada OAI que favorezca el cultivo de
las MTB. Todos los medios de la muestra
de La Joya quedaron Semisélidos y si se
formé una marcada OAI. Por otro lado,
como se utilizé el agua del sitio, la com-
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posicion quimica de ésta pudo interferir
de modo significante en la composicién
del medio, sobre todo cuando se trata de
muestras ricas en iones o sustancias solu-
bles, como es el caso de los sitios estudia-
dos, en este caso se sugiere hacer pruebas
variando la cantidad de agar hasta encon-
trar la proporcion mas precisa.

Durante el tiempo de incubacién (30
dias) en ningtin medio se observé el cre-
cimiento de colonias, pero este resultado
estaba previsto, puesto que el cultivo de
bacterias extremofilas es dificil, ya que
éstas necesitan de mucho tiempo para
que su crecimiento sea observado puesto
que tienen requerimientos fisiologicos
muy especificos, atin desconocidos. Sin
embargo, en las muestras de sedimento
se observé la Magnetotaxia de las MTB
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bajo el microscopio 6ptico, por lo que bajo.

se considera posible y factible que se En la Figura 9.1 se observa el cambio de
pueda aislar estos microorganismos de movimiento que presenta una MTB al ser
los lagos estudiados con las condiciones expuesta a un campo magnético.
metodoldgicas que empleadas en este tra-

Figura 9.1: Se observa el movimiento de una bacteria (I y II) que cambia de direccién
cuando es sometida a un campo magnético (III y TV) y cuando éste es retirado, la
bacteria contintiia moviéndose en la direccién inicial (V y VI).
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CONCLUSIONES

Se logré la observacion de MTB con mi-
croscopio 6ptico en las muestras de los la-
gos seleccionados como area de estudios.
Ambos lagos se pueden considerar como
sitios extremos respecto a su alcalinidad.
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